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Caseinの酵素的水解
第 11報 諸種燐酸酵素による Caseinの水解
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朝蔭 稔 
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(昭和 32年 4月 30日受付〉
Caseinの酵素的脱燐酸は古く  Biffi(1)(1898)により報告され，その後の研究により，脱燐
は先ず  Pepsin，Tripsin等による蛋白部分の水解後，燐酸酵素により二次的に行われる事が
知られた。この事について， Rinington-Kay(2)(1926)は Casein中の燐酸結合が通常のモノ
エステル型と異るか，或はフォスファグ句戸ゼの侵襲に対して何等かの防禦的構造を有すると説
明したO 一方， Harris(3)(1946)は Phosphoproteinから直接に脱燐を行う  Phosphoprotein 
Phosphataseの存在を蛙卵中に発見し，その後  Feinstein-VolkU)(1949)，Sundararajan-
Sarmaくり(1953)等によって，諸種臓器の  PhosphoproteinPhosphataseについての報告が
なされている。
他方， Casein分子内に，燐酸とセリンの如きオキシアミノ酸とのエステル結合の寄在が証
明され刊とこの結合がモノエステル或はヂエステル型であるか否かについて種々検討が行われ
たが，貞光ゆ(1937)，反町(8)(1939)等は，これがそノエステル型である事の妥当性を示した。
著者.は，さきに報告(9)した精製牛牌  PhosphoproteinPhosphataseが Caseinより一次
的に脱燐酸を行う事の直接的証明をなし得，叉， Caseinに対する諸種燐酸酵素の作用を検し， 
Casein中の燐酸結合の状態についての知見を得たのでここに報告する。
実験 3) Phosphodiesterase 
1.基質。Casein..一一前報くのに記載せる 3% Casein溶 i)豚腎酵素…...豚腎プタノ戸 j 処理，遠沈上清].，を 2日間流水透析後、漉過せるもの(吉浜(10)より提
液 (pH 6酷酸・ペロナール緩衝液を含む〉を調製使 供〉。この液は，ヂフェニール燐酸及びフェニ戸 j].，
用。 燐酸を強く水解t.，叉， J)ボ核酸，デゾキシりボ核 
2) Phosphopepton......反町仰の合成せる教室 酸，ヂグ Pセロ燐酸，.J}ゾレシチン等をも水解する。，
保存の標品。前報くの記載の如く， 2%液として使用。 ii)豚肺酵素…パプタノール処理豚肺の 0.45---0.7 
E 酵素液 硫安分劃水溶液を 2日間流水透析後，遠沈せる上溝 
1) Phosphoprotein Phosphatase...牛牌より 液(吉浜(10)より提供〉。この液は，ヂフェニ ~j]，.燐
分離精製せ:6酵素〈前報(9))。 酸，ヂグ Pセロ燐酸及びフェニー j]，.燐酸を強く水解
2) Phosphomonoesterase し， リボ核酸，デゾキシリボ核酸， J}ゾレシチユ/等
i)人尿酵素…流水に 2日間透析せる午後尿。こ をも水解する。
の液は，フェニ{ノレ燐酸を強<71<解する。 iii)ハプ毒酵素…・・奄美大島産ハプ毒の 6%水溶  
di)豚精液酵素・…..豚精液アウト Pず{ト遠沈上 液。この液は，チ、フェニ{ル燐酸をよく水解する
清流水透析液〈吉浜(10)より提供〉。この液は，強力 が，フェニ  ーlv燐酸は僅かに水解する。
なブェニーノL燐酸，s-グPセロ燐酸水解作用を有す の Ester Pyrophosphatase.…..山脇(11)の記載
るが，燐酸ヂエステルを71<解しなL、o に従い，豚肝弼自家消化鴻液を 2日間流水透析せる
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もの。この液は，ヂフェニールピロ燐酸をよく水解 り強く脱燐酸されるが，ヂエステラーゼとそノエス
するが， Phophomonoesterase作用をも含んでい テラーゼとを含む豚腎並びに豚肺酵素によっては，
る。 極めて僅かに水解され・るに過きrず，他の Phospha-
5) F. A. D. Pyrophosphatase.…・・山1 taseによっては水解されない(第1表〉。脇(12)の記 
載に従い，家兎筋肉粥の自家消化漉液を流水透析せ ハプ毒ヂエステラーセーによる Casein7k解は， 6 
しもの。この液は，フェニー/L-燐酸をも7.K解する。%ハプ毒液に豚精液モノエステラーゼ添加及び非 
第 1表 諸種燐酸酵素による Caseinの水解
酵素 [30 0-[い1 時 1 2 時 [33 時 12~
フオスフオプ::戸1ごアタ一ゼ|牛 	 牌 I3門 5列 8例一%[一%
尿 10101 0 
フォスフォモノエステラ{ゼ|一 一	 ~ I ~ I 
豚 精液 10101 0 
A豚 腎|ー I2 I 4 
肺 I 2 !_3 I 4 
プオスフォヂエステラ{ゼ Ib、
フ s3: 	 。2重量 。ち、プ毒+豚精液モノ.
エステルピロフォスファターゼ!i).豚	 肝 I O! O! 0 
F.A.D.ピロフォスファターゼ|ム兎 筋 肉 I O! 0 I 0 
F ボヌ クレアーゼ|柑リボヌグレアーゼ+人尿モノ. I 0 I 0 I 0 
試験液組成: 一般に 3%Casein液 (pH6酷酸ベロナール緩衝液を含む)8.0 
ml+母チオグリコー峨1.0ml +酵素液1.0ml計 10.0ml; 
勢は物 Casein液 7.0ml+最チオグリコール酸1.0ml +豚精液モノエス
テラーゼ1.0ml+ 6%ハプ毒酵素1.0ml計 10.0ml; 
州は 3%Casein液 7.0ml+最チオグリコー峨1.0ml +人尿モノエステ
ラーゼ 2.0ml+リボヌグレア{ゼ2mg計10.0ml; 
.ムはそノエ‘ステラーゼ作用をも有することを示す。
6) 	 Vポヌクレアーゼ(ミノファーゲン製品〉。
lIL 実験方法
Casein及び Phosphopeptonの水解実験に於け
る試験混液組成は前報{めと同様である。 
実験温度 370Co

lV.測定法 

1) 無機燐酸定量
Fiske-Subbarow法(13)による。 ・
2) 酸溶性総燐酸定量
前項，無機燐酸号量に使用せる三塩素酷酸 (TCA
液〉除蛋白鴻液1.0mlを Fiske-Subbarow総燐酸
定量法(13)に従い測定した。 
3) 酸溶性総窒素定量
総燐酸定量に用いたるi慮液と同じ液1.0mlをミ 
グロキエノレダー  A法(勝叉法(14))にて比色測定し 
た。
実験成績 
1J 諸種燐酸酵素による Caseinの水解 
Casein ~ま Phosphoprotein Phosphatase ~こよ 
添加の場合について行ったが，両者共に 20分後に 
試験混液は，白濁沈澱を生じ，この白濁は酵素混液 
の反応時間と共に増量した。所定時間 (2時間及び
24時間〉後，無機燐酸定量にあたり，除蛋白後の透
明穏液にモリプデン酸塩液を添加するに何れも白濁 
を生じ，この濁りは 24時間反応を行ったものは2 
時間のものに較べ遥かに強かった。しかるに燐モリ 
プデン青の発色度は，肉眼的に見て零時間のそれに 
比較しても，全く増加は認められなかった。即ちハ
プ毒で Casein蛋自の分解が;起るものと推定きれる
が，類、機燐酸の生成は認めることが出来なかった。
2J Caseinの酸水解実験 
0.5% Casein塩酸酸性(塩酸終濃度 1-N)溶液
を 1000，7分加熱するも，叉，この酸性煮沸溶液を
pH 6に補正し， 之に人尿モノエステラーゼを作用
せしめたるも，無機燐酸は増量Lなかった。
3J Pepsin，人尿モノエステラーゼ混液による 
Casein水解 
3% Casein (pH 6酷酸・ベロナ{ノL緩衝液を含
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む)7.0ml +月一チオグリコ{ノL酸1.0ml+ Pep- 第 3表 Casein 水解時に於ける無機燐酸，
100 酸溶性有機燐酸及び、酸溶性窒素の消長
sin溶液 (5，2，1，0.5，0ム 0.1，0.05，0.01%) 1.0 
ml+人;尿モノエステラ{ゼ'1.0ml計 10.0m10 370 
にて 30分， 1時間， 2時間，経過せる上記試験混液
の夫々 2.0m1を10%TCA液 8.0mlで除蛋白し，
漏液について， Fiske-Subbarow法を行うに， モ
リプデユ/酸塩液添加時に前項ハブ毒酵素作用時と同
様，白濁を生じ，之は Pepsin濃度の濃いもの程，
叉，酵素反応時間経過の長いもの程強くなった。し
かも燐モリプデ y青呈色は， Pepsinの代りに水を
もってした対照、と比較して菱化なく，従って，この
(CJ時除.蛋 T.C 白 時〔A|明J 1 (BJ 
A.液度 1a:!Fi24~i 1時124時 1時24時終濃 1 
% % 
164無機燐酸 10% 。。。。8 64 100酸溶性総燐酸 。01 0 。。。酸溶性総窒素
。。。。65 i102無機燐酸 。。。。4 99酸溶i性総燐酸 63。。。。。。酸溶』性総窒素
九、
。%。%。%。%

酵素混液によっては Caseinからの無機燐酸の遊離
は行われなかった。 
4J Phosphoprotein Phosphatase及び豚精
液モノエステラーゼによる Phosphopep-
tonの水解 
Phosphopeptonは精製 PhosphoproteinPhos-
phataseにより僅かに水解(脱燐酸〉されるが，豚
精液モノエステラーゼにては71'<解されなかった(第 
2表〉。
第 2表 Phosphopeptonの水解
酵 素 時121d30分11時12
Phosphoaptarsoetein持
(十〉 
(-) 
8% 
2 
。。
12% 
3 
豚モノエス精テラ{液ゼ 
(+) 
(ー〉 。。
。。
勢津;表は前報第 5表記載と同じもの。
酵素は前報第 2表 d(分童~ E5~6精製酵素〉使用す。
試験混液組成:CAJ…3% Casein液 (pH6酷酸
ベロナール緩衝液を含む)12.0ml +長チオ川コ
ール酸1.5ml +精製酵素1.5ml計 15.0ml; 
CBJ…3% Casein液 (pH6緩衝液を含む)12.0 
ml+器チオグリコール酸1.5ml+水1.5ml計 
15.0ml; 
CCJ…精製酵素液1.5J1?，1+水 13.5ml計 15.0Inl 
消化を多量の透析ヘモグロピン添加によって阻害し
ても，ヘモグロビン非添加時に比して無機燐酸遊離
の滅少を来たさず，叉， homogenateによる過量の
グリセロ燐酸71'<解時・に生ずる無機燐酸量よりも， グ
リセロ燐酸+Caseinの場合に増量すると!の成績
を得て， Caseinの酵素的脱燐酸は従来云われた如
き Caseinの蛋白分解後に起る 2段階反応ではなく
て， Harrisの蛙卵酵素成績め如き直接的脱燐酸反
応であると考えた。彼は更にこの Phosphoprotein 
Phosphataseにまる Casein水解時に弗化ソ{ダ司
試験液組成及び実験方法は実験の部記載に従う。 
5J Casein水解時に於ける無機燐酸，酸溶性
総燐酸及び酸溶性総窒素の消長
精製 Phosphoprotein Phosphataseにより 
Caseinを 65%及び 100%脱燐酸し， TCA液をそ
の終濃度 4%及び 8%になる様に加え除蛋白 L，そ。
の鴻液中の遊離の無機燐酸，酸溶性総、燐酸及び駿溶
性総窒素を測定し， Phosphoprotein Phosphatase 
により Caseinから酸溶性有機燐酸化合物及び酸溶
性窒素化合物を生ずるか否かを検した。その結果総
燐酸の増加は無機燐酸の増加と殆んど等しく，酸溶
性窒素の増量は 24時間後に於ても認められなかっ
た〈第 3表〉。
者按
~einstein-Volk(4)v土ratの牌臓 homogenateを 
Caseinに作用させる時，蛋白酵素による Casein
(Phosphomonoesterase阻害剤〕を添加しても，
遊離無機燐酸生成は減少するが，酸溶性有機燐酸量 
と酸溶性窒素量の増加には影響がないとの成績を得
たが， Caseinよりの無機燐酸遊離が直接的に行わ
れるとの結論に到達する実験は，酸溶性窒素の出現
しない状態が望ましいと報告してしる。
著者はさきに報告した精製牛牌 Phosphoprote-
in Phosphataseを供試して Caseinの脱燐酸を
行ったが， Casein中の燐酸を 100%無機燐酸とし
て遊離せしめるも，なお，酸溶性窒素の遊離を見
ず，勿論その水解途上に於ても酸溶性有機燐酸の畜
積を見なかった。この事は Feinstein-Volkの阻害
実験による間接的証明に比して，主主かに確実に燐酸
の遊離が第一次的に行われる事を証明するものであ
る。 
Caseinの分子内?と於ける燐酸の結合状態を矧る 
には，先ず Caseinの部分的水解物から製出せる燐
， 

d
s 
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酸化合物の構造を同定する方法と，酵素の特殊性を
利用して構造既知の燐酸結合を水解する酵素による 
Casein並びにその分解物の水解試験による方法と
がある。
前者としては既に Lipmannゆ， Levene(15)， 
Schmidt，叉，反町(8)によって研究が行われ， Case-
inの部分的水解産物より Phosphoserin，Phos-
phoserin glutamin酸が分離同定され， Casein中
に於ける燐酸とオキシアミノ酸との1 ステル結合の
存在が証明された。叉，貞光(7)及び反町めは燐酸酵
素の特殊性を利用して， Caseinの部分的水解物中
に於ける燐酸は総てそノエステル型であるとの結論
に達した。この事はひいては Casein中に於ける燐
酸結合も，モノエステル型で、あるとの推論に達する
わけであるが，著者の今度の実験に於て Casein脱 
燐酸時に酸溶性有機燐酸及び酸溶性窒素を生じなか
った事は，当該酵素が Caseinから第一次的に燐酸 
を水解じ得た事を証明すると考えられる 0 ，
著者は Caseinに，人尿及び豚精液モノエステラ
{セ、、，豚腎・豚肺及びハプ毒ヂエステラ{ゼ並びに
リボヌクレアーゼj エステノレピロ燐酸酵素，家兎筋 
F.A.D.ピロ燐酸酵素を作用せしめたるも Casein
の水解は見られず，叉， Casein は稀酸性加熱によ
っても，モノエステラーゼにより脱燐酸される程度
までは分解されなかった。この成績を考按するに，
すでに貞光，反町が Caseinの部分的水解物に対す 
る諸種燐酸酵素の特殊性に関して報告した如く，供
試せる燐酸酵素の基質特殊性は，単に水解部分の燐 r
酸結合の様式のみによるものではない。従って之等
の供試された燐酸の各種結合様式を切断する既知酵
素によって Caseinが水解されない事から， Casein 
の燐酸の結合が，これ等の結合様式ではないと云う
事を断言する事は出来ないが，今度の実験には，
Casein中の燐酸が，モノ人エステル結合の状態にあ
って，之が一種のそノエステラーゼたる Phospho-
protein Phosphataseによって特殊的に水解され
るものと推論される。
結 論 
1) CaseInは牛牌よりの精製 Phosphoprotein Phosphotase ~とより強く脱燐酸される
が，その他の諸種燐酸酵素によっては殆んど或は全く脱燐酸されない。 
2J 精製 PhosphoprotinPhosphatase による Casein水解に際して，酸可溶性有機燐酸
及び酸可溶性窒素の出現が認められぬ故，その脱燐酸は第一次的に行われるものと考えられる。
本研究は文部省より赤松教授に与えられた科学研究費によって行われ，その間終始御懇篤なる
御指導を賜わった赤松教授に対し深甚なる謝意を表します。
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